二 氢 杨 梅 素 - 镍 配合 物 的 合成 及 其 细胞 毒性 初探 
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摘 要 : 本 试验 在 合成 二 氧 杨梅 素 - 镍 配合 物 (DMY-Ni) 的 基础 上 探讨 其 作为 饲料 添加 剂 的 饲 用 安全 性 。 


DAHER DMY) 和 乙酸 钊 为 原料 ， 采 用 加 热 回流 法 合成 DMY-Ni， 通 过 紫外 光谱 、 红 外 光谱 对 


其 进行 表征 。 采用 唆 唑 蓝 (MTT) 法 , 研究 不 同 浓度 (10、20、40、80 和 160 ug/mL) 、 不 同 作 用 时 间 (12、 


24、36 和 48h) F, DMY 与 DMY-Ni 对 小 鼠 正 常 肝 实质 细胞 AML12 增殖 的 影响 。 结 果 显 示 : DMY 


与 镍 离子 配合 后 可 生成 DMY-Ni。10、20 和 40 pg/mL DMY 或 DMY-Ni 分 别 作 用 AML12 细胞 48h Ja, 


AML12 细胞 的 存活 率 与 空白 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05); 80 pg/mL 及 以 上 浓度 的 DMY-Ni 作 用 AML12 


细胞 48 h 后 ，AML12 细胞 的 存活 率 显 著 低 于 空白 对 照 组 (P<0.01 或 P<0.001) ，160 ug/mL 的 DMY 


作用 AML12 细胞 48 h 后 ，AML12 细胞 的 存活 率 显 著 低 于 空白 对 照 组 (P<0.01) 。 随 DMY 或 DMY-Ni 


浓度 的 增加 和 作用 时 间 的 延长 , AML12 细胞 的 存活 率 逐 渐 降 低 。DMY 与 DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 半 


数 抑制 浓度 〈ICso) 分别 为 285.1、222.84 hg/mL。 由 此 得 出 ，DMY 与 DMY-Ni 对 AML12 细胞 都 具有 


相对 低 毒 性 ， 且 DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 毒性 较 DMY 稍 有 增加 。 


关键 词 : 饲料 添加 剂 ， 二 氢 杨 梅 素 - 镍 配合 物 ; 合成 ， 细胞 毒性 
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随 着 人 类 社会 的 进步 ， 养 殖 业 规模 化 和 集约 化 迅速 发 展 ， 为 追求 高 产 ， 防 止 畜 禽 疾病 发 生 ， 提 


高 饲料 报酬 ， 饲 料 添加 剂 应 运 而 生 。 它 的 使 用 可 提高 动物 的 生产 性 能 ， 增 强 机 体 抵抗 力 ， 进 而 提高 养殖 


者 的 经 济 效益 03。 但 饲料 添加 剂 的 安全 毒 理 学 评价 环节 尤为 重要 ， 它 直接 关系 到 人 类 的 健康 。 二 氢 杨 
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梅 〈dihydromyricetin，DMY ) 是 黄酮 醇 类 化 合 物 BI， 它 的 化 学 名 称 是 3，5，7，3” ，4” ，5 -六 羟基 2, 


3 双 氢 黄酮 ， 其 结构 如 图 1。 它 具有 较 高 的 超 离 域 度 ， 整 个 分 子 形成 一 个 大 工 键 共 箔 体系 ， 具 有 强烈 的 


i 


配合 作用 。 因 具有 抗菌 、 抗 肿瘤 、 护 肝 、 抗 氧化 等 多 方面 的 生理 活性 ， 近 年 来 DMY 已 作为 新 型 饲料 添 


加 剂 得 到 广泛 的 应 用 。 钊 (Ni) 是 机 体 所 必需 的 微量 元 素 ， 主 要 作用 是 激活 机 体 的 各 种 酶 ， 它 具有 独特 


的 协调 和 催化 电子 转移 特性 ,缺乏 镍 可 出 现 生 长 缓慢 、 生 殖 力 减 弱 ,， 但 镍 的 过 量 可 导致 心肌 、 脑 、 肺 脏 、 


肝脏 和 肾脏 退行 性 变 。 研究 发 现 DMY 金属 配合 物 的 生物 活性 明显 强 于 单一 有 效 成 分 ， 并 且 可 以 同时 补 


充 畜 禽 生长 必需 的 微量 元 素 57， 故 二 氧 杨梅 素 - 镍 配合 物 CDMY-Ni) 的 研究 成 为 热点 ， 但 目前 有 关 


DMY-Ni 的 研究 大 都 停留 在 其 工艺 制备 、 抗 氧化 性 、 抑 菌 性 等 生物 活性 方面 &2， 缺 少 有 力 的 稳定 性 及 


安全 性 方面 的 数据 。20 世纪 80 ERR, Nguyen 等 [9 首次 建立 细胞 毒性 检测 的 方法 ， 它 是 在 一 种 离 体 


状态 下 模拟 生物 体 生 长 环境 ， 检 测 药物 抑制 细胞 生长 和 其 他 毒性 作用 的 方法 ， 其 中 噬 唑 蓝 (MTT) 法 


最 为 常用 ， 此 方法 简单 直观 ， 可 分 析 不 同 组 分 及 浓度 对 细胞 的 毒性 。 本 试验 拟 以 DMY 和 乙酸 镍 为 原料 


合成 DMY-Ni， 并 以 小 鼠 肝 实质 细胞 为 研究 对 象 ， 研 究 DMY 及 DMY-Ni 对 体外 细胞 增殖 的 影响 ， 旨 在 


为 安全 合理 将 DMY-Ni 用 做 饲料 添加 剂 提 供 指导 。 


图 1 二 氧 杨梅 素 分 子 结构 式 


Fig. 1 Molecular structure of DMY 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 


a 。 


( 
\ 


39 DMY: 西安 四 季 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 纯 度 98%; 无 水 乙醇 、 乙 酸 钊 、 无 水 醋酸 钠 : 国药 集 


40 ”化 学 试剂 有 限 公司 ， 均 为 分 析 纯 : 蒸馏水: 广州 屈臣氏 蒸馏 水 公司 ;小 鼠 肝 实质 细胞 AML12: 上 海中 


41 ” 乔 新 舟 生 物 科技 有 限 公 司 ; DMEM CARD 培养 液 、 胎 牛 血 清 : 美国 Gibco 公司 ; WL CARE RTE 


42. R): 美国 Fisher Scientific 公司 ; EEA: 美国 BioBasieUnit 公司 ; MTT: 美国 Sigma 公司 ; 二 甲 


43 ZEM: 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公 司 。 


44 12 仪器 


45 DZF-6050 真空 干燥 箱 : 上 海 一 恒 科 学 仪器 有 限 公司 ; UV-2450 型 紫外 可 见 分 光 光 度 计 : 日 本 


46 ” 岛 津 公司 ; NICOLET-380 型 傅 里 叶 变换 红外 光谱 仪 : 德国 Bruker 公司 ; CO-150 型 INNOVA CO 培养 


47 ” 箱 : 美国 NBS 公司 ; SpectraMax Paradigm 酶 标 仪 : 澳大利亚 Molecular Devices 公司 ; 高 速 离心 机 : 上 


48 ”海安 襄 科 学 仪器 厂 。 


49 13 DMY-Ni 的 合成 


D 


50 准 


有 称 取 0.640 g (2 mmol) 的 DMY 装 于 250 mL 带 有 磁力 搅拌 子 的 三 口 圆 底 烧 瓶 中 ， 加 100 mL 


51 ”的 无 水 乙醇 ， 竺 加热 、 搅 拌 完 全 溶解 后 ， 癌 该 浴 液 中 加 入 一 定量 的 无 水 醋酸 钠 调 节 pH 约 为 7.5， 继 续 


52 ”搅拌 0.5h 后 ， 加 入 相同 物质 的 量 的 乙酸 镍 0.498 g (2 mmol) ， 在 70 °C 的 水 浴 下 搅拌 冷凝 回流 6h， 反 


53 ”应 结束 后 放置 冷却 至 室温 ， 减 压 抽 滤 ， 用 蒸馏水 和 无 水 乙醇 交替 反复 洗涤 沉淀 3 次 ， 然 后 于 40 CFE 


= 


= s4 ， 空 干燥 10h， 得 黄 神色 固体 粉 未 。 


55 1.4 DMY-Ni 的 表征 


56 紫外 光谱 表征 : 将 DMY 和 所 得 配合 物 先 分 别 用 少量 二 甲 基 亚 砚 溶 解 ， 然后 再 用 大 量 水 稀释 至 


57 ”试验 所 需 浓 度 ， 以 水 为 参 比 样 ， 在 200~600 nm 范围 内 扫描 紫外 -可 见 吸收 光谱 。 


58 红外 光谱 表征 : 采用 省 化 钾 (KBr)〉 压 片 法 分 别 对 DMY 和 所 得 配合 物 进行 红外 光谱 扫描 。 


59 1.5 细胞 毒性 


60 取 对 数 生 长 期 的 小 鼠 肝 实质 细胞 AML12， 用 DMEM (高 糖 ) 培养 液 调整 至 5x104 个 /mL， 并 以 100 


61 ”kL/ 筷 接种 到 96 孔 板 中 ， 边 缘 加 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) ， 置 于 37*C、5% CO; 培 养 箱 中 培养 。 待 细胞 贴 
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壁 后 ， 弃 去 上 清 ， 用 完全 培养 基 将 DMY 与 DMY-Ni 分 别 按 试 验 设 定 的 浓度 梯度 配制 好 ， 每 孔 加 入 含 


DMY 或 DMY-Ni 的 培养 液 100 uL, FED FIR 12, 24, 36 和 48 h。 试 验 设 定 的 DMY Be DMY-Ni & 


a 


WEED GA 10. 20. 40. 80 和 160 pg/mL, BRE KE 6 个 复 孔 ， 同 时 设置 空白 对 照 组 与 调 零 组 。 


待 作用 相应 时 间 后 ， 弃 去 上 清 ， 每 孔 加 入 100 uL 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液 ， 继 续 培养 4h 后 弃 去 上 清 ， 


每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砚 150 uL， 放 置 10 min， 用 酶 标 仪 测 490 nm 处 的 吸光 度 COD) 值 ， 重 复 3 次 ， 按 


下 列 公 式 计算 细胞 增殖 率 : 


细胞 增殖 率 (%) = (试验 组 平均 OD 值 /空白 对 照 组 平均 OD 值 ) x100。 


1.6 数据 统计 分 析 


试验 数据 采用 GraphPad Prism 7.0 软件 中 的 单 因素 方差 分 析 (Cone-way ANOVA ) 程 序 进行 统计 分 析 ， 


P<0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 DMY-Ni 的 表征 


2.1.1 紫外 光谱 扫描 


由 图 2 可 以 看 到 , DMY 在 292 nm 处 有 强 吸收 峰 , 与 镍 离子 配合 后 , 吸收 峰 的 位 置 移 到 了 305 


nm 处 ， 与 DMY 相 比 发 生 了 明显 的 红 移 ， 说 明 DMY 的 结构 发 生 了 改变 ， 有 新 的 产物 生成 。 


0 
200 250 300 350 400 
W 长 Vavelength/(nm) 


2 DMY 和 DMY-Ni 的 紫外 -可 见 吸收 光谱 图 


Fig.2 UV-vis absorption spectra of DMY and DMY-Ni 
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2.1.2 ”红外 光谱 扫描 


由 图 3 可 知 ，3 407.78 com! 是 葵 环 上 的 羟基 伸缩 振动 ， 说 明生 成 的 配合 物 仍 存在 羟基 ， DMY 在 1 


642.37 cm’! 处 有 强 吸收 峰 , 这 是 4 ARF, 在 生成 配合 物 时 , 由 于 4 REG 5 位 羟基 偶合 作用 ， 


导致 4 (RAE EERE, MCU A AS ZB 1598.43 om! 处 ， 向 低 波 数 移动 了 43.94 om, Wi HRA 


参与 了 反应 。 在 1 400~1 500 cm! 处 葵 环 骨架 的 吸收 峰 位 置 变 化 不 大 ， 说 明 DMY 和 生成 的 配合 物 均 存 


在 茶 环 结构 ， 在 1 050~1 150 cm! 处 醚 键 吸 收 峰 位 置 基本 不 变 ， 说 明 在 生成 配合 物 时 C 环 醚 键 未 发 生 开 


环 ; 但 在 低频 指纹 区 中 ， 生 成 的 配合 物 与 DMY 相 比 ， 在 651.87 cm! 处 出 现 了 新 的 吸收 峰 ， 表 明 DMY 


与 镍 离子 发 生 了 作用 ， 形 成 了 以 Ni-O 键 结合 的 配合 物 DMY-Ni。 


aDMY 
一 一 bDMY-Ni 


N 
S 


=) 
S 


透 光 率 Transmittance/% 


4 = 
4000 3000 2000 1000 
W 数 Vavenmber/(cm) 


图 3 DMY 和 DMY-Ni 的 红外 光谱 图 


Fig.3 IR-spectra of DMY and DMY-Ni 


2.2. DMY 5 DMY-Ni 对 AML12 细胞 增殖 的 影响 


由 图 4-A 可 以 看 到 ， 在 分 别 经 过 12、24h 的 作用 后 ， 随 着 DMY 浓度 的 增加 ，AML12 细胞 的 


存活 率 基 本 不 变 ; 在 分 别 经 过 36、48 h 的 作用 后 ，AML12 细胞 的 存活 率 随 着 DMY 浓度 的 增 大 而 减 小 ， 


抑制 作用 并 不 明显 。 在 同一 浓度 下 ， 随 着 DMY 作用 时 间 的 增加 ，AML12 细胞 的 存活 率 也 有 所 下 降 。 


由 图 4-B 可 以 看 到 ， 在 分 别 经 过 12、24 h 的 作用 后 ， 随 着 DMY-Ni 浓度 的 增加 ，AML12 细胞 的 存活 率 


基本 保持 不 变 , 这 和 DMY 作用 于 AML12 细胞 的 情况 一 致 。 而 当 DMY-Ni 分 别 作用 于 AML12 细胞 36、 


48h 时 ， 在 低 浓度 时 ，AML12 细胞 的 存活 率 基 本 不 变 ， 在 高 浓度 时 ，AML12 细胞 的 存活 率 随 DMY-Ni 


98 
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112 
113 


浓度 的 增加 而 下 降 ， 且 下 降幅 度 较 相 同情 况 下 的 DMY 明显 。 在 同一 浓度 不 同 的 作用 时 间 下 ，AML12 


细胞 的 存活 率 也 是 呈现 时 间 依 赖 性 。 
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414. DMY 和 DMY-Ni 对 AML12 细胞 增殖 的 影响 


Fig.4 Effects of DMY and DMY-Ni on proliferation of AML12 cells 


5 为 DMY 和 DMY-Ni 在 作用 48 h 后 对 AML12 细胞 增殖 的 影响 ， 可 以 看 出 当 DMY 浓度 在 160 


Hg/mL 时 ， 其 对 AML12 细胞 增殖 表现 出 明显 的 抑制 作用 ， 该 组 AML12 细胞 的 存活 率 与 空白 对 照 组 相 


差异 不 显著 (P>0.05)。DMY-Ni 浓度 为 80~160 pg/mL 时 ， 其 对 AML12 细胞 表现 出 了 一 定 的 毒性 作用 ， 


比 显著 降低 (P<0.01); DMY 浓度 低 于 160 pg/mL 时 ，AML12 细胞 的 存活 率 基 本 不 变 ， 与 空白 对 照 组 的 


这 2 组 AML12 细胞 的 存活 率 与 空白 对 照 组 相 比 差异 显著 (P<0.01 或 P<0.001); DMY-Ni 低 于 80 pg/mL 


时 ，AML12 细胞 的 存活 率 基本 不 变 ， 与 空 


对 照 组 的 差异 不 显著 (P>0.05)。 通 过 GraphPad Prism 7.0 软 


件 计算 半数 抑制 浓度 Cso) ， 得 出 DMY 对 AML12 细胞 的 ICso 为 285.1 wg/mL, DMY-Ni 对 AML12 


细胞 的 ICso 为 222.84 ug/mL, 稍 低 于 DMY 的 ICso 说 明 配 合 物 DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 毒性 较 DMY 


有 所 增 大 。 
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114 
115 与 空白 对 照 组 相 比 ， 差 异性 显著 表示 为 : *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. 
116 Compared with the blank control group, the differences are significantly expressed as: *, P<0.05; **, 


117 P<0.01; ***, P<0.001. 


118 5 DMY 和 DMY-Ni 作用 48h 后 对 AML12 细胞 增殖 影响 
119 Fig.5 Effects of DMY and DMY-Ni on proliferation of AML12 cells after treatment for 48 h 


120 3 讨论 


121 DMY 与 镍 离子 配合 后 ,其 紫外 -可 见 吸收 光谱 发 生 了 明显 的 红 移 现象 , 红外 吸收 光谱 在 指纹 区 有 新 


122 ”的 特征 吸收 峰 出 现 ， 是 Ni-O 键 ， 从 而 证 明了 DMY-Ni 配合 物 的 生成 。 


123 剂量 是 毒 理 学 研究 中 最 重要 的 概念 。DMY-Ni 作为 饲料 添加 剂 使 用 ,研究 其 量 效 关系 非常 


ign 
i 


，124 研究 显示 化 学 物质 体外 细胞 毒性 与 其 引起 的 动物 死亡 率 及 人 体 死 亡 的 血 药 浓度 之 间 都 存在 良好 的 相关 


125 ”性 。 化 学 物质 产生 的 损伤 和 死亡 ， 最 终 可 表现 为 细胞 水 平 上 的 改变 ,由 此 研究 体外 细胞 毒性 可 以 预测 体 


126 ”内 急性 毒性 。 


127 周 防 震 等 0 从 细胞 水 平 证 明了 DMY 的 低 毒 性 ， 作 用 48h 时 ，DMY 对 L-02 细胞 的 ICso 为 324.8 


128 ”pg/mL; 舒 洋 0 通过 MTT 法 检测 了 DMY 对 2 种 正常 人 永生 化 肝 细 胞 增殖 的 影响 ， 结 果 显 示 DMY 对 


129 常人 肝 细 胞 没有 明显 的 抑制 作用 ;， 苏 东 林 等 5 以 受 试 样品 最 大 使 用 浓度 、 受 试 动物 最 大 灌 骨 容量 类 


oF 


m} 


130 ”试验 用 量 ， 即 Wistar AN OARE S DMY 5.0 g/kg BW， 结 果 没 有 动物 死亡 ， 解 剖 也 未 发 现 有 组 织 器 
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cr 


8 现 体积 、 颜 色 、 质 地 的 改变 ， 从 而 证 明了 DMY 的 低 毒性 。 但 对 于 DMY 的 使 用 ， 目 前 并 没有 明确 ; 
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用 MTT 法 ,研究 得 出 DMY 对 AML12 细胞 的 ICso 为 285.1 ug/mL. Heth 2g, (FAFA 


DMY 与 名 离子 结合 后 其 抗 氧 化 、 抑 菌 性 等 生物 活性 方面 均 有 加 强 ， 对 于 其 安全 性 方面 ， 本 试验 采 


胞 株 , 其 耐 受 性 也 会 有 差异 04553。 故 本 试验 结果 仍 可 看 作 与 上 述 文献 报道 相 一 致 , 即 DMY 具有 低 毒性 。 


本 试验 中 得 出 DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 ICso 为 222.84 ug/mL， 虽 然 DMY-Ni 的 ICso 较 DMY 减 小 , 但 


相差 并 不 大 ， 从 这 些 结果 对 比 来 看 ，DMY 和 DMY-Ni 对 正常 细胞 确实 具有 低 毒 性 。 


配 体 DMY 相 比 ， 金 属 离子 与 配 体 DMY 产生 了 协同 作用 ， 其 抗 肿瘤 活性 提高 


对 正常 小 鼠 肝 实质 细胞 AML12 毒性 相 较 于 其 配 体 DMY 增加 的 原因 。 


由 于 DMY-Ni 的 ICso 比 DMY 减 小 了 ， 证 明 其 毒性 有 所 增加 。 有 研究 表明 ，DMY 金属 配合 物 与 其 
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Q) 以 DMY 和 乙酸 镍 为 原料 ， 本 试验 成 功 合成 了 配合 物 DMY-Ni。 


@ DMY 5 DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 抑制 作用 与 药物 浓度 呈现 一 定 的 剂量 依赖 性 , 且 随 作用 时 间 


的 延长 ， 毒 性 逐渐 增 大 。 


低 毒 性 。 


®© DMY 对 AML12 细胞 具有 低 毒 性 ，DMY-Ni 对 AML12 细胞 的 毒性 较 DMY 有 所 增加 ， 但 也 是 
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Synthesis of Dihydromyricetin-Nickel Complex and Preliminary Study on Its Cell Toxicity? 
ZHANG Hui! GUO Qingquan SHU Xugang23 XIE Yu! TAN Wei! LIU Di! ZHANG Yanan! 
(1. School of Chemical Engineering and Light Industry, Guangdong University of Technology, Guangzhou 
510006, China; 2. Guangzhou Tianke Biological Technology Co., Ltd., Guangzhou 510627, China; 3. College 
of Zhongkai Agricultural Engineering, Guangzhou 510225, China) 

Abstract: This experiment was conducted to synthesis the dihydromyricetin-nickel complex (DMY-Ni) and 
clarify the feeding safety of DMY-Ni as feed additive. DMY-Ni was prepared by the heating reflux method 
with dihydromyricetin (DMY ) and nickel acetate as the materials. The complex was characterized by 
ultraviolet (UV) spectra and infrared (IR) spectra. DMY and DMY-Ni were used to study the effects of 
different concentrations (10, 20, 40, 80 and 160 g/mL) and different action time (12, 24, 36 and 48 h) on the 
proliferation of normal liver parenchymal cells AML12 for mice by MTT method. The results showed as 
follows: the complex which was synthesized by DMY and nickel ion was confirmed as DMY-Ni. The survival 
rate of AML12 cells which were treated by 10, 20 and 40 ng/mL DMY or DMY-Ni for 48 hours was not 
significantly different compared with the blank control group (P>0.05). After treatment for 48 h, the survival 
rate of AML12 cells of DMY-Ni group of 80 g/mL and above was significantly lower than that of the blank 
control group (P<0.01 or P<0.001), and the survival rate of AML12 cells of DMY group of 160 g/mL was 
significantly lower than that of the blank control group (P<0.01). And the survival rate of AML12 cells was 
gradually decreased with the increase of the concentration of DMY or DMY-Ni and the extension of the action 
time. Half the inhibitory concentrations (ICso) of DMY and DMY-Ni on AML12 cells were 285.1 and 222.84 
ug/mL, respectively. In conclusion, DMY and DMY-Ni have relatively low toxicity to AML12 cells, and the 
toxicity to AML12 cells of DMY-N1 is slightly increased compared with DMY. 


Key words: feed additives; dihydromyricetin-nickel complex; synthesis; cell toxicity 
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